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(54) Title: CANDIDA UTILIS TRANSFORMATION SYSTEM ~~ " — _— 

(54) Tftulo: SISTEMA DE TRANSFORMACION EN CANDIDA UTILIS 
(57) Abstract 

The present invention discloses a transformation system useful to express heterologous proteins in the Candida utilis yeast based on 
obtaining auxotrophic mutants of said species as well as the isolation of different genes, from a genomic library, which complement said 
auxotropnies. The transformation system uses as hosts new auxotrophic mutants obtained from the yeast NRRL Y-1084 of Candida utilis 
which are defective mainly in the biosynthetic ways of uracyl and histidine, which are transformed with plasmids containing as selection 
markers the genes URA3 and HIS3 of Candida utilis. Another aspect of the invention is the isolation of the gene coding for the enzyme 
sucrose invertase or ^-fructofuranosidase of Candida utilis, as well as the identification of sequences for promoting, secretion signalling 
and termination of said gene INVL These sequences are useful to obtain the expression of heterologous proteins in said yeast. 

(57) Resumen 

La presente invenci6n proporciona un sistema de transformacibn util para expresar protemas heterologas en la levadura Candida utilis 
basado en la obtenci6n de mutantes auxotr<5ficos de esta especie asf como en el aislamiento de diferentes genes, a partir de una librerfa 
genomics, que comp ementan dichas auxotrotfas. El sistema de transformacidn emplea como hospederos nuevos mutantes auxotroficos 
obtenidos a partir de a cepa NRRL Y-J084 de Candida utilis, los cuales son defectives principalmente en las v/as biosinteticas del uracilo 
y la nistidma, los cuales son transformados con plasmidos que contienen como marcadores de selecci6n los genes URA3 e WS3 de Candida 
utilis. Otro aspecto de la invencion es el aislamiento del gen codiricante para la enzima sucrosa invertasa o /?-fructofuranosidasa de Candida 
units, asf como la identificacion de secuencias promotoras, sefiales de secreci6n y terminadoras de dicho gen INVL Estas secuencias pueden 
ser ventajosamente utihzadas para lograr la expresitfn de prot6inas heterologas en esta levadura. 



UNICAMENTE PARA INFORMACION 
!as l ^^ b SS!S^J^^^ 1 ^ P3rte e " 61 PCT e " 138 •*«- de ^ de los ™«™ - '<* -ales se publican 



AL Albania 

AM Armenia 

AT Austria 

AU Australia 

AZ Azerbaiyan 

BA Bosnia y Herzegovina 

BB Barbados 

BE Belgica 

BF Burkina Faso 

BG Bulgaria 

BJ Benin 

BR Brasil 

BY Belanis 

CA Canada 

CF ReptSblica Centroafncana 

CG Congo 

CH Suiza 

CI C6te d'lvoire 

CM Camerun 

CN China 

CU Cuba 

CZ Republics Checa 

DE Alemania 

DK Dhiamarca 

EE Estonia 



ES 


Bspana 


FI 


Finlandia 


FR 


Francia 


GA 


GatxSn 


GB 


Reino Unido 


GE 


Georgia 


GH 


Ghana 


GN 


Guinea 


GR 


Grecia 


HU 


Hungrfa 


IE 


Irlanda 


IL 


Israel 


IS 


Islandia 


IT 


Italia 


JP 


Japon 


KE 


Kenya 


KG 


Kirguistan 


KP 


Reptiblica Popular 




Democnitica de Corea 


KR 


Republica de Corea 


KZ 


Kazakstan 


LC 


Santa Luda 


LI 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka 


LR 


Liberia 



LS 


Lesotho 


LT 


Lkuania 


LU 


Luxemburgo 


LV 


Letonia 


MC 


Monaco 


MD 


Repdblica de Moldova 


MG 


Madagascar 


MK 


ExRepdblica Yugoslava de 




Macedonia 


ML 


Mali 


MN 


Mongolia 


MR 


Mauritania 


MW 


Malawi 


MX 


Mexico 


NE 


Nfger 


NL 


Parses Bajos 


NO 


Nforuega 


NZ 


Nucva Zelandia 


PL 


Polonia 


FT 


Portugal 


RO 


Rumania 


RU 


Federacidn de Rusia 


SD 


Sudan 


SE 


Suecia 


SG 


Singapur 



SI 


Eslovenia 


SK 


Eslovaquia 


SN 


Senegal 


sz 


Swazilandia 


TD 


Chad 


TG 


Togo 


TJ 


Tayikistan 


TM 


Turkmenistan 


TR 


Turqufa 


TT 


Trinidad y Tabago 


UA 


Ucrania 


UG 


Uganda 


US 


Estados Unirios de America 


uz 


Uzbekistan 


VN 


Vict Nam 


YU 


Yugoslavia 


ZW 


Zimbabwe 



WO 98/14600 



1 



PCT/CU97/00005 



SISTEMA DE TRAN S FORMAC I ON EN CANDIDA UTILIS . 
Sector Tecnico 

La presente invencion esta relacionada con el campo de la 
ingenieria genetica y la biotecnologia , y en particular con 
el desarrollo de un sistema hospedero-vector para la 
transformacion genetica de la levadura Candida utilis, que 
permita la expresion y la secrecion de proteinas heterologas 
en esta levadura, las cuales puedan ser posteriormente 
utilizadas con diversos fines. 
Tecnica Anterior. 

La ingenieria genetica y las biotecnologias en general han 
abierto un camino sin precedentes en la produccion de 
compuestos de xnteres tanto desde el punto de vista medico, 
alimenticio o industrial, los cuales reportan grandes 
beneficios al hombre . 

La bacteria Escherichia coli ha sido durante algun tiempo el 
microorganismo mas utilizadp con estos fines por diversas 
compafiias biotecnologicas , debido al conocimiento que se 
tiene en io concerniente a su genetica, su facil manipulacion 
y a sus sistemas de cultivo a gran escala. 

Sin embargo, las esperanzas de produccion de proteinas de 
interes en este microorganismo se ven afectadas por diversos 
factores. En primer lugar, la presencia de pirogenos y 
compuestos toxicos en la pared celular de Escherichia coli 
han originado regulaciones que limitan su uso, cuando los 
productos obtenidos son para uso medico o para la industria 
alimenticia. Tambien las proteinas que son sobrexpresadas en 
E. coli generalmente aparecen en forma insoluble y no pueden 
ser secretadas. Por otra parte los mecanismos de 
transcripcion, traduccion y procesamiento postraduccional 
difieren de los presentes en organismos eucariotas, por lo 
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que las proteinas producidas difieren en alguna medida de las 
obtenidas a partir de fuentes naturales. 

La posibilidad de pro ducir proteinas heterdlogas en sistemas 
eucariotas, tales come las levaduras, tiene algunas ventajas 
5 con relacidn a los sistemas procariotas . Entre estas pode.es 
senalar la capacidad de crecer a altas densidades celulares y 
la Pos.bUMad de adaptar su cultivo a sisters continues 
Ademas l as levaduras son capaces de secretar proteinas al 
-dio de cultivo en considerable mayor cantidad en 
10 comparacidn con E. col,, y los medlos de cultlvos utili2ados 
para el crecimiento de levaduras son mas economics que los 

cacterras (Lemoine, y . , i 988 . Heterologous 
expression in upaqf q+-k t 

yeast. 8th International Biotechnology 

Symposium, Paris, July 17-22) . 

15 Ademas estos sistemas pue den llevar a cabo otras 

m0dlflCaC10neS Postraduccxonales como es el case de la 
glicosilacidn, la cual „ t4 ausenfce en ^ 

bacterianos (Piers, W . , 1988 . Engineering Maximal Expression 
of Heterologous Gene in Microorganism. 8th International 
20 Biotechnology Symposium, Paris, July 1 7-22 ) .Ademas, estos 
Sistemas generalmente tienen cierta preference per el mismo 
use de codones utilizados por las celulas de los organismos 
superiores (Kigsman, s.M. et al . , 1990. Heterologous Gene 
Expression in Saccharomyces cerevisiae, Biotechnology & 
25 Genetic Engineering Reviews, 3, Ed. G.E. Russell). 

Todo esto ha conducido al desarrollo y diseminacion de nuevos 
sxstemas de transf ormacion, y con particular inter , s en ^ 
levaduras, como son los descritos primeramente para especies 
del genero Saccharomyces, con especial enfasis en 
30 Saccnaromyces cerevisiae. Sin embargo, la expresion de 
proteinas en Saccharomyces ha afrontado problemas que van 
desde los bajos niveles de expresion obtenidos usando sus 
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promotores homologos hasta la hiperglicosilacion de los 
productos secretados al medio, es por esto que en los ultimos 
afios se ha intensif icado la busqueda de levaduras no 
convencionales para su uso en la expresion de proteinas 
5 heterologas . 

El desarrollo de tecnicas de trans formacion en otras 
levaduras no-Saccharomyces, como Hansenula polymorphs, Pichia 
pastoris, y levaduras del genero Kluyveromyces (Sudbery, p., 
1994. Yeast 10: 1707-1726) ha permitido un rapido avance en 
0 el conocimiento y perf eccionarniento de estos sistemas, asi 
como una mayor utilizacion de los mismos, tanto con fines 
vacunales, diagnosticos e industriales . 

Tambien dentro del genero Candida se han reportado varios 
sistemas de trans formacion y de expresion como los reportados 
5 para las levaduras Candida tropicalis, Candida boidiini, 
Candida glabrata, Candida parapsilosis , Candida maltosa y 
Candida albicans, todas ellas con un marcado interes medico, 
debido a que muchas de estas especies son causantes de 
enfermedades oportunistas en humanos . 
) Dentro del genero Candida, la levadura Candida uzilis 
resulta particularmente interesante por sus caracteristicas 
peculiares. En primer lugar, emplea un gran espectro de 
fuentes de carbono baratas como la xilosa, sacarosa, maltosa 
entre otras. Otra caractenstica interesante es que es 
posible producir ef icientemente una gran cantidad de celulas 
en un cultivo continuo. Ademas, Candida utilis, al igual que 
Saccharomyces cerevisiae y kluyveromyces lactis, han sido 
autorizadas por la FDA (Food an Drug Administration) como 
fuentes seguras en aditivos alimenticios . Al mismo tiempo, 
Candida utilis ha sido utilizada como fuente para la 
produccion industrial de L-glutamina, etil acetato, 
invertasa, entre otros productos. 



WO 98/14600 



4 



PCT/CU97/00005 



Un sistema de transf ormacion preliminar en Candida utilis ha 
side descrito por Ho, I. et . al., 1984, (Biotechnology and 
Bioengineering Symp . 14: 295-301). En el mencionado trabajo 
no se presentan evidencias duectas de la presencia del 
■■> marcador de resistencia al antibiotico, por lo que results 
incompleta la verificacion directa de la transf ormacion . 
Recientemente una nueva estrategia para un sistema de 
trasformacion para Candida uzilis fue reportado por Kondo, 
K. et al., 1995, (J. Bacterid. 177: 7171-7177). Ellos 
• obtuvieron transf ormantes resistentes a cicloheximida 
mediante el uso de un gen marcador que contiene una forma 
mutada del gen ribosomal L41 que confiere la resistencia. 
Tambien utilizan fragmentos de ADN ribosomal ( r ADN ) como 
bianco de multiple integracion, debido a que el marcador 
necesita estar presente en multiples copias para conferir 
resistencia . 

Sin embargo, hasta la actualidad, no existe ningun sistema de 
transformacion en esta levadura basado en marcadores de 
auxotrofia debido a la inexistencia de mutantes para el 
desarrollo de dicho sistema. 

Si tenemos en cuenta el conocimiento obtenido en su 
explotacion industrial y su novedad desde el punto de vista 
genetico, Candida utilis pudiera ser un organismo atractivo 
para su utilizacxon comercial como sistema de expresion de 
proteinas heterologas. 
Divnlgacion de la invencion. 

El objetxvo de la presente invencion ha sido proporcionar un 
sistema de transformacion que permits expresar proteinas 
heterologas en la levadura Candida utilis, basado en la 
obtencion de mutantes auxotroficos de esta especie asi como 
en el aislamiento de los genes, a partir de una libreria 
genomica, que complementan dichas auxotrofias. 
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El proceso de transf ormacion descnto aqui proporciona medios 
para la introduction de fragmentos o secuencias de ADN en 
una cepa hospedera de Candida utilis y permite a esta 
levadura ser utilizada para la expresion y produccion de 
5 proteinas. Al mismo tiempo el aislamiento de genes cuyas 
secuencias promotoras y terminadoras puedan servir para la 
expresion de genes heterologos en dicha levadura, ha sido un 
proposito de esta invencion. 

Ademas, las celulas de levaduras transf ormadas pueden ser 
10 identificadas y seleccionadas mediante los metodos descritos 
en la presente invencion. 

Nuevas cepas de Candida utilis, vectores y subclones son 
proporcionados. Las nuevas cepas son utilizadas como 
hospederos para la introduccaon de fragmentos de AND 
15 recombinante . 

La invencion tambien se relaciona con la transf ormacion 
estable y el mantenimxento de dichos fragmentos de ADN en las 
celulas hospederas, conde el marcador es integrado por 
recombinacion homologa en el genoma de la levadura. 
20 Concretamente la invencxon consxste en un nuevo sistema de 
transformacion de la levadura Candida utilis, el cual utiliza 
como hospederos nuevos mutantes auxotroficos aislados a 
partir de la cepa NRRL Y-1084 de dicha levadura. Estos 
mutantes son deficientes en la enzima orotidin-5 ' f osfato 
25 descarboxilasa de la via de biosintesis del uracilo o en la 
enzima imidazol glicerol fosfato deshidratasa de la via 
biosxntetica de la hxstidina, los cuales fueron obtenidos 
mediante el uso de mutagenesis clasica provocada por agentes 
fisicos y quimicos conocidos a partir del estado del arte 
30 (Sherman, F. et al., 1986. Laboratory course: Manual for 
methods xn yeast genetics. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, NY) . Estos mutantes presentaron una elevada 
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estabilidad (frecuencia de reversion aproximadamente de 10" 6 ) 
y pueden ser ef icient emente t ransf ormados mediante el 
procedimiento descrito en la presente invencion. 
A su vez se aislaron como marcadores de seleccion para los 
5 nuevos mutantes de Candida utills el gen URA3, codificante 
para la enzima orotidin 5 ' -monof osf ato descarboxilasa y el 
gen HIS3 codificante para la enzima Imidazol~glicerol-f osf ato 
deshidratasa, los cuales fueron aislados a partir de una 
genoteca de Candida utills construida en el plasmido pUC19 e 
10 identif icados por complementacion de las mutaciones pyrF e 
hisb463 de las cepas de E. coll MC1066 y KC8 respect ivamente . 
Igualmente el gen URA3 de c. utills complemento la mutacion 
URA3 de Saccharomyces cerevlslae SEY 2202. 

La secuencia completa de los genes aislados fue determinada y 
15 la secuencia aminoacidica predicha rnostro una elevada 
sirailaridad con la del mismo gen proveniente de otras 
levaduras y hongos . 

Los vectores integrativos construidos para realizar la 
transf ormacion de este mutante fueron el pURA5 y el pUREC3. 

0 Estos plasmidos contienen el gen URA3 aislado de Candida 
utills como marcador de seleccion, ademas de presentar 
regiones ADN cromosomal que se encuentran flanqueando al 
mismo, favoreciendo asi la mtegracion en el locus de Candida 
utills mediante recombinacion homologa. 

5 Otro aspecto novedoso de la presente invencion, es el 
aislamiento del gen que codifica para la enzima sacarosa 
invertasa o P-fructofuranosidasa IINV1) de Candida utills, 
asi como la identif icacion de las regiones promotoras, 
terminadoras y la secuencia serial de este gen, las cuales 

0 igualmente pueden ser vent a j osament e utilizadas en la 
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expresion de proteinas de diferentes origenes en dicha 
levadura . 

La presente invencion tambien brinda una serie de vectores de 
expresion basados en el sistema descrito anteriormente, los 
5 cuales son utilizados para la trans formacion de los mutantes 
aislados a partir de C. utllls con vistas a la obtencion de 
proteinas heterologas . 

El sistema de trans formacion de la presente invencion utiliza 
como hospederos nuevos mutantes auxotroficos a partir de la 

.0 cepa NRRL Y-1084 de Candlaa utilis, los cuales son defectivos 
fundamentalmente en la via biosintetica del uracilo y la 
histidina, dentro de los cuales fueron seleccionados por sus 
caracteristicas el mutante CUT-35 para el uracilo, asi como 
para la histidina el mutante TMN-3 . 

5 E*TEMPLOS DE REALIZACION : 

Ejexnplo 1 : Mutagenesis de Candida utllls 

Con el ob^etivo de desarrollar un sistema de trans formacion 
en un microorganismo son generaimente requeridos tres 
elementos : 

0 (1) un marcador de seleccion para la transfcrmacion, que 
puede ser un marcador de auxotrofia o un marcador dominante, 

(2) un mutante hospedero adecuado para dicha seleccion y 

(3) un metodo para ser capaz de transformar a este hospedero 
y que permita a este adquirir de forma eficiente el ADN 

5 extranuclear . 

Con vistas a iograr el segundo objetivo se llevo a cabo una 
mutagenesis clasica en la levadura Candida utllls. Para esto 
cultivos de la cepa de levadura seleccionada (NRRL Y-1084), 
se inocularon en 100 ml de medio YPG (Extracto de levadura 

0 1%, peptona 2%, glucosa 2%) y se incubaron en una zaranda a 
30°C de 10-20 horas. Se tomaron 50 ml de cultivo y se 
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente 
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las celulas se lavaron 2 veces con buffer citrato 0 . 1M (pH 
5.5) esteril y se resuspendieron despues en 50 ml del mismo 
buffer. A continuacion, 10 ml de esta suspension es tratada 
con una solucion de NTG (Nitroso Guanidina) a una 

5 concentracion final de 50 nig /ml. La suspension en presencia 
del mutageno se incubo durante 30 minutos a 30°C en reposo. 
El mutageno es removido de la suspension lavando 2 veces con 
agua destilada. Las celulas se resuspendieron en 50 ml de YPG 
y luego se transf irieron a un erlenmeyer con 100 ml de YPG. 

0 Este cultivo de celulas rnutageni zadas se incubo a 3CTC 
durante 48 horas . 
Enrl qu e cimi en to con NistatlnaL.. 

Aproximadamente 5 ml del cultivo expresado durante 48 horas 
en YPG se uso para inocular 100 ml de medio minimo. El medio 

5 minimo (YNB; Yeast Nitrogen Base) utilizado para el 
enriquecimiento con el antibiotico no fue suplementado con el 
metabolito producido por la via biosintetica en la cual se 
busca el defecto. Por ejemplo, para el aislamiento de 
mutantes auxotroficos al uracilo, este no se afiade al medio. 

0 La incubacion se continuo hasta que la densidad optica (DO) 
del cultivo alcanzo del 20 al 30 % de la DO inicial. Cuando 
el cultivo alcanzo la DO deseada, la suspension celular se 
trato con 25 unidades/ml de una solucion de nistatina. La 
solucion tratada con el antibiotico se incubo a 30°C durante 

5 30 minutos sin agitacion. La nistatina se elimino del medio 
lavando 2 veces la suspension celular con agua destilada y 
despues las celulas se resuspendieron en un volumen adecuado 
para obtener de 150 a 200 colonias por placas . 
Pesquxsaje y Selecclon . 

0 Las placas conteniendo las colonias mutagenizadas de acuerdo 
al enriquecimiento realizado en el ejemplo anterior se 
plaquearon en medio minimo YNB con y sin uracilo. Las 
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colonias que no crecieron en ausencia de uracilo fueron 
tomadas para analisis posteriores. 

Especificamente para identificar la presencia mutantes ura3 y 
ura5, las celulas fueron crecidas en presencia del compuesto 
5 toxico acido 5-fluorotico (5-FOA) . Las colonias resistentes 
se seleccionaron como mutantes ura3 o ura5. 
Ejemplo 2: Aislamlento de mutantes ura 3 . 

Despues del enriquecimiento con nistatina el cultivo fue 
lavado dos veces con H 2 0 destilada y diseminado directamente 
0 sobre placas de YNB conteniendo 0.75 Mg/ml de 5-FOA (5- 
fluoro-orotic acid; Fluka) y 40 Mg/ml de uracilo. Las placas 
se incubaron durante cuatro dias y las colonias que crecieron 
en las mismas fueron analizadas para comprobar el fenotipo 
ura'. De las 4 x 10 4 celulas viables, despues del 
5 enriquecimiento en nistatina, 79 colonias mostraron 
resistencia al 5-FOA. Estas colonias podrian ser URA3, ura5, 
o simplemente resistente al 5-FOA. Para confirmar la 
auxotrofia al uracilo, los supuestos mutantes fueron 
punteadas sobre placas de medio YPG e incubadas durante 48 
) horas a 30°C. Estas placas de YPG se replicaron sobre medio 
minimo YNB con y sin uracilo, obteniendose 67 mutantes con 
fenotipo ura". 

A estos mutantes les fue chequeada la frecuencia de reversion 
destacandose un grupo de alrededor de 23 mutantes por 
presentar una frecuencia de reversion del orden de 10" 8 , lo 
que les confiere una aceptable estabilidad como hospederos 
con vistas a ser transf ormados . 

Los mutantes auxotroficos ura" asi obtenidos, se les chequed 
la actividad ODCasa (actividad del producto del gen URA3) , 
por el metodo descrito por Yoshimoto et. al., 1978 (Methods 
Enzymol. 51: 74-79), asi como se les determine a 8 de ellos 
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sus parametros de crecimiento . Los resultados de la 
frecuencia de reversion, asi como estas ultimas 
caracterist icas det erminadas se muestran en la Tabla 1. 
Tabla 1 . Resumen de las caracteristicas de los mutantes ura3 
5 mas significativos. 



Nombre 


Frecuencia 


Act ividad 


Crecimiento 




de Reversion 


OMPDCasa 




CUT35 


< 5xl0" 7 




+ + + 


CUT43 


< IxlO -7 




++ + 


CUT61 


< IxlO' 8 




++ + 


CUT 65 


< lxl0" e 






CUT70 


< lxl0" a 




+ 


CUT88 


< 7xl0~" 




++ + 


CUT93 


IxlO" 8 




++ + 


CUT166 


6xl0" 8 




+ + + 



Ejemplo 3: Al si ami en to de otros mutantes dlstlntos del 
fenotlpo ura". 

Con vistas de contar con una variedad de mutantes 
auxotroficos diferentes de uracilo, la suspension celular 

10 obtenida de acuerdo al enriquecimiento con nistatina, se 
disemino en placas de YPG, las que fueron incubadas a 30°C 
durante 50 horas. Poster iormente , las colonias contenidas en 
las placas de YPG se replicaron sobre placas conteniendo 
medio minimo YNB, y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Las 

15 colonias que no crecieron en las placas de YNB fueron tomadas 
para analisis posteriores . 

Como resultado de esto fueron chequeadas alrededor de 2411 
colonias y se obtuvo un 2% de aparicion de mutantes 
auxotroficos. Estos mutantes fueron chequeados a traves del 
20 test de Holliday y del test de Finchan, de donde se obtuvo 
que el 90% de los mutantes obtenidos respondio al fenotipo 
his", el 2% al fenotipo lys", el 1% al fenotipo leu', el 1% al 
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fenotipo met", el 1% al fenotipo ade~ , y el 5% no mostro un 
fenotipo auxotrofico simple (Naa). 

A los mutantes obtenidos se les chequed la frecuencia de 
reversion, seleccionandose asi los mas estables por presentar 
5 una frecuencia de reversion entre 10"' y ICf 8 (Tabla 2). 

Tabla 2 . Frecuencia de reversion de los mutantes diferentes 
de uracilo mas signif icativos . 



Nombre 


Fenotipo 


Frecuencia 






de Reversion 


TMN3 


his" 


lxlO' 8 


TMN31 


his 


lxlO" 8 


TMN64 


his" 


lxlO" £ 


TMN9 


his" 


4xl0" 7 


TMN12 


his" 


5xl0" 7 


TMN13 


his" 


2 . 5xl0" ? 


TMN62 


his" 


8x10"^ 


TMN7 4 


his" 


2xl0" 7 


TMN7 8 


his" 


2xl0" 7 


TMN4 5 


lys" 


8xl0" € 


TMN71 


his" 


2xl0" : 


TMN82 


Naa 


2x10"" 



Ejemplo 4: Constxracclon de una llbrerxa genomlca de Candida, 
utllls . 

10 El ADN cromosomal extraido de Candida utllls NRRL Y-1084 se 
digirio parcialmente con la enzima Sau3A y los fragmentos de 
tallas comprendida entre 6 y 9 kb fueron aislados mediante 
electrof oresis en gel de agarosa de bajo punto de fusion 
(LGT). Estos fragmentos se liqaron al vector pUC19 

15 previamente digerido con la enzima de restriccion BamHI y 
tratado con fosfatasa alcalina. Esta ligazon se 
transformo en la cepa de Escherichia coli MC 1066 ( F 1 , D Lac 
x74, hsr, hsm, rpsl, galU, galK, trip C 9030F, leuB, 
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pyrF::tn5). Aproximadamente 95% de recombinantes fueron 
obtenidos en la libreria genomica. 

Ejemplo 5: Aislami ento del gen URA3 de Candida, utills . 

Con vistas a encontrar fragmentos de ADN de Candida i:zilis 
5 que complementen la mutacion pyrF de la cepa de Escherichia 
coli MC1066, alicuotas de la trans formacion anterior fueron 
plaqueadas en medio completo (LBA) y las colonias crecidas 
fueron replicadas en medio selectivo con el objetivo de 
encontrar individuos recombinantes que complementen en esta 
0 cepa de Escherichia coli, considerando que el gen URA3 de 
Saccnaromyces cerevisiae complementa dicha mutacion en E. 
coli . 

De los individuos que complement aron se tomaron alrededor de 
12 colonias, se purified el plasmido y se rechequeo por 
5 transf ormacion en esta cepa de Escherichia coli MC1066 que la 
restauracion del fenotipo URA3 esta asociado a la presencia 
del plasmido. 

Paralelamente a estos plasmidos se le realizo un analisis de 
restriccion con las enzimas Hindlll y EcoRI que permitio 

0 identificar individuos recombinantes con fragmentos de 2.6 kb 
aproximadamente donde se encuentra contenido el gen URA3 de 
Candida utills. Como resultado de este analisis se escogieron 
dos plasmidos, llamados pURA2 y pURA5 a los cuales se les 
realizo un mapa de restriccion con vistas a identificar los 

5 sitios presentes en el fragmento clonado. En la Figura 1 se 
muestra el mapa del plasmido pURAS . Este plasmido fue 
posteriormente usado para posteriores analisis de 
complement acion y secuencia. 

Ej emplo 6: Acotami ento y secuencxacion del gen URA3 de 
0 Candida utills. 

El plasmido pURA5 fue digerido con varias enzimas de 
restriccion de acuerdo a los sitios presentes en el vector de 
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la genoteca pUC19. Con vistas al acotamiento del gen URA3 de 
Candida utilis los fragmentos correspondiente s a las 
digestiones EcoRI (1,9 kb) , Hindi (1,5 kfo) , Sad (l,lkb) 
fueron subclonados en pBluescript SK(+) dando lugar a los 
5 plasmidos pUREc-3, pURHrnc-l y pURSac-4, respeciivamente. De 
dichos plasmidos solo el pURSac-4 no fue capaz de 
complementar la mutacion pyrF de Escherichia coli ( Figura 2). 
El fragmento EcoRI de 1,9 kb (pUREc-3, Figura 3) conteniendo 
el gen URA3 de Candida utilis fue secuenciado doble 
10 RAMIFICACION por el metodo de Sanger et. al . (1977, Proc . 
Natl. Acad. Sci USA 74: 5463-5467). 

Para ello se usaron tanto oligos universales de las series 
M13mp/pUC, asi como oiigos internos derivados de la 
secuencia. La secuencia completa de 1179 pb del fragmento 

15 EcoRI es mostrada en la Figura 4 (No. Id. Sec. : 1, 2). Dicho 
fragmento contiene un marco abierto de lectura de 800 pb (266 
codones) . El gen URA3 de Candida utilis codifica para una 
proteina de masa molecular teorica 29 436 Da. La secuencia 
nucleotidica flanqueante al codon de iniciacion ATG (GAAAATG) 

20 corresponde bien con la consenso reportada en levadura 
(A/YAA/YAATG) , por Cigan y Donehue, 1987 (Gene 59: 1-18). 
La region 3' -no traducxda contiene una posible serial de 
poliadenilacion TATAAAA (consenso AATAAAA) encontrada en la 
region 3' terminal de la mayoria de los genes eucarioticos 

25 (Guo, Z y Sherman, F . , 1995. Mol. Cell. Biol. 15: 5983-5990). 
Ejemplo 7: Analisls de compl emen tacion en Saccha.romyces 
cezrevislae . 

Con el objetivo de verificar que el fragmento clonado 
corresponde al gen URA3 de Candida utilis y no a un fragmento 
30 de ADN con actividad supresora, el fragmento de 2,8 kb 
KpnI/Xbal del plasmido pURAS se clono en un vector derivativo 
de pBR322 (pBSARTR-3) . El vector pBSARTR 3 contiene una 
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secuencia de replicacion autonoma (ARS1) y el marcador de 
seleccion TRIP1, ambos de Saccha romyces cerevisiae . Como 
resultado se obtuvo el vector pUT64 para Saccharomyces 
cerevisiae (Figura 5) el cual fue usado para transformar la 
5 cepa Saccharomyces cerevisiae SEY2202 (URA3-52-, leu2- 
112,his3-) usando el metodo de Acetato de Litio reportado 
previamente por Ito. et. al., 1983 (J. Bacteriol. 153: 163- 
168) . 

Los transf ormantes se obtuvieron a las 48 horas de haberse 
10 realizado la transf ormacion y la presencia del plasmido fue 
chequeada por hibridacion de colonias y experimentos de 
southern-blot . 

La frecuencia de transformacion obtenida (2-5 x 10" 
transf /mg) se correspondio con lo reportado en la literatura 
15 para otros marcadores auxotrof icos obtenidos en levaduras . 

Consecuentemente se demostro por complementacion que el gen 
URA3 de Candida utllls es capaz de complement a r la mutacion 
URA3 de Saccharomyces cerevisiae . 

Ejemplo 8: Trans foxmac ion de Candida, utllls HRRL Y-1084 
2 0 CUT 3 5 con los plasmldos pURA y mediante el metodo de acetato 
de litio . 

La cepa mutante ura3 de Candida uzilis CUT35 (Numero de 
Deposito Pendiente) se transformo mediante el metodo de 
acetato de litio reportado por Ito. et. al. (1983, J. 

25 Bacteriol. 153: 163-168) y utilizando como marcador de 
seleccion el gen URA3 de Candida uzilis aislado previamente. 
La transformacion con los plasrnidos pURA5 y puCURA3 
portadores del gen URA3 de Candida utilis fue realizada 
mediante la integracion de dicho gen por recombinacion 

30 homologa en la region correspondiente del genoma de Candida 
utilis* £1 plasmido pUCURAS fue obtenido mediante la 
clonacion del fragmento EcoRI de 1.9 kb del gen URA3 de 
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Candida utiiis en el vector pUC19 (Figura 6) . Para ello, los 
plasmidos fueron digeridos con la enzima de restriccion Xhol 
la cual se encuentra hacia el extremo del gen estructural. La 
linealizacion del plasmido favorece la integracion homologa 

5 en el locus genomico 

El procedimiento de t r ans f ormacion utilizado, que se basa en 
el tratamiento de las celulas intactas de levaduras con 
cationes de metales alcalinos, es basicamente el mismo 
utilizado para Saccharoinyces cerevisiae , con 50 mM de Acetato 

0 de Litic en iugar de 100 mM. La seleccion de los 

transf ormantes se realizo en medio minimo YNB carente de 
uracilo. La estabilidad de mitotica de estos trans f ormantes 
es alta, debido al mecanismo de integracion homologa. La 
frecuencia de transf ormacion coincide con lo reportado para 

5 plasmidos integrativos de Saccharomyces cerevisiae y otras 
levaduras no convencionales usando vectores integrativos 
(Tabla 3) . 

Ejemplo 9: Transformed on de CandUda utills NRR1 Y-1084 con 
los plasmidos pUKA5 y pUCJJRA3 medlante el m&todo de 
0 electxroporaclon . 

La cepa mutante ura3 de Candida utiiis CUT35 se transformo 
mediante el metodo de electroporacion reportado por Kondo, K. 
et al., 1995, (J. Bacterid. 177: 7171-7177) yutilizando 
como marcador de seleccion el gen URA3 de Candida utiiis 
5 aislado previamente. La transf ormacion con los plasmido pUPA5 
y puC URA3 portadores del gen URA3 de Candida utiiis fue 
reaiizada mediante integracion de dicho gen por recomhinacion 
homologa en la region correspondiente del genoma de Candida 
utiiis . 

0 El procedimiento de transf ormacion utilizado se basa en el 
tratamiento de las celulas intactas de levaduras con un campo 
electrico fijado a las siguientes condiciones 0,7 kV (3,5 
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kV/cm) , una resistencia de 800 n y una capacitancia cie 25 
MF . 

Previamente a la transformacion, ambos plasmidos fueron 
digeridos con la enzima de restriccion Xhol la cual se 
5 encuentra hacia el extremo del gen estructural lo que 
favorece el evento de integracion homologa. 

La seleccion de los transformantes se realizo en medio minimo 
YNB (Yeast Nitrogen Base) carente de uracilo. 

La frecuencias de transformacion tanto con el plasmido pURA5 
10 como con el p\3CURA3 mediante este metodo, comparat ivamente 

con el de acetato de litio se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 2 . Frecuencias de transformacion obtenidas en la 

transformacion de la cepa de Candida utllis CUT35 por 

dif erentes metodos . 
15 En todos los casos los plasmidos fueron digeridos con Xhol ya 

que con plasmidos circulares no se obtuvieron transformantes. 



Tabla 3 







Frecuencia 


de transformacion 


Vector 


Concentracion de 


(# 


transf . /Mg) 




ADN (Mg) 










LiAc 


Elect roporacion 


pUCURA-3 


0.1 




70-90 




0.5 




640 




3 . 0 


22 




pURA-5 


0.1 




40-50 




0.5 




670 




3.0 


21 





La estabilidad mitotica de estos plasmidos es alta, debido al 
20 mecanismo de transformacion. 

La frecuencia de transformacion coincidio con lo reportado 
para plasmidos integrativos en Saccharomyces cerevisiae y 
otras levaduras no convencionales . 
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En la Figura 7 se muestra el esquema de integracion de los 
posibles eventos de integracion en el genoma de Candida 
utilis asi como el Southern-blot de algunos de los 
transf ormantes obtenidos . 
5 Ejemplo 10: Alslami ento del gen HIS3 de Candida, utilis . 

El gen HIS3 de Candida utilis fue aislado y caracterizado a 
partir de la genoteca previamente descrita en el Ejemplo 4. 
Fragmentos de ADN, los cuales contienen el gen HIS3 de 
Candida utilis, fueron aislados a partir de una libreria 

10 genomica por su posibilidad de complement a r la mutacion 
hisB463 de Escherichia coli KC 8 (hsd, hisB463, leuB6, 
pyrF;:Tn5 Km r , zrp (9830 (lact YA) , stm, galU ; gal), tomando 
en consideracicn que el gen HIS3 de Saccharoinyces cerevisiae 
complementa la mutacion hisb463 of Escherichia coli, usando 

15 secuencias fortuitas del promotor en Escherichia coli. 

Para aislar el gen que codifica para la enzima Imidazol 
glicerol fosfato deshidratasa de Candida utilis, se sembraron 
aproximadamente 10 s celulas transf ormantes en medio selectivo 
(M9 suplementado con uracilo, leucina y triptofano. Se 

20 extrajo ADN plasmidico de colonias capaces de crecer en este 
medio y por consiguiente capaces de complementar la mutacion 
hisb463 de la cepa Escherichia coli KC8 . Los plasmidos 
obtenidos fueron usados para ret rans f ormar la cepa de 
Escherichia coli KC8 . Todos los plasmidos capaces de suplir 

25 el requerimiento de histidina fueron denominados pHCU . Para 
confirmar que las colonias his" contenian el gen HIS3 de 
Candida utilis y no un fragmentc de ADN con actividad 
supresora, dos de los plasmidos obtenidos a partir de los 
transf ormantes his' (pHCU37 y pHCU40) se sometieron a una 

30 reaccion de PCR. Para esto se emplearon dos oligonucleotides 
degenerados, disehados a partir de dos regiones altamente 
conservadas en 5 secuencias de IGPDasas correspondientes a 
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levaduras y hongos filament osos y teniendo en cuenta el uso 
de codones de Candida utilis* La secuencia peptidica 
predicha, asi como la secuencia oligonucleot idica se 

muestran en la Figura 8 . 
5 Una banda de PCR de aproximadamente 500 pb que por Souther- 
blot demostro que hibrida con el ADN genomico de Candida 
utills, fue clonada en T-Vector (pMOSBLUE, Mershan) y la 
secuencia aminoacidica predicha de su secuencia nucleotidica 
resulto altamente homologa a His3p de otras levaduras y 

10 hongos. El plasmido pHCU 37 (Figura 9), fue usado para la 
determinacion de la secuencia del gen HIS3 de Candida utills. 
Ejemplo 11: S&cuenciacion del grezi HIS3 de Candida utills. 
El gen HIS3 de Candida utills se secuencio completamente 
doble RAMI FICAC ION por el metodo de Sanger et . al . (1977). Se 

15 emplearon oligonucleot idos universales de las series 
M13mp/pUC. Un total de 1190 pb del plasmido pHCU37 fueron 
secuenciados comenzando inicialmente con oligos disenados 
teniendo en cuenta el fragmento de PCR previamente clonado. 
Para el completamient o de la secuencia del gen se 

20 sintetizaron oligonucleot idos internos disenados a partir de 
la secuencia obtenida inicialmente. La secuencia completa del 
gen se muestra en la Figura 10 (No. Id. Sec: 5, 6). 
El gen HIS3 de Candida utilis codifica para una proteina de 
masa molecular teorica de 24 518 Da. 

2 5 Ejemplo 12: Aislamlento d&l gen INV1 que codifica para la 
invert as a de Candida utills. 

Con el objetivo de aislar el gen INV1 que codifica para la 
invertasa de Candida utilis se aprovecho el hecho que la 
secuencia aminoacidica de esta enzima presenta regiones 
30 altamente conservadas entre las especies, sobre esta base se 
las secuencias de las P-f rctof uranosidasas de levaduras 
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fueron alineadas. Dos oligonucleotides degenerados usados en 
dicho PCR fueron disenados segun el uso de codones en Candida 
utilis. La secuencia peptidica asi como la de los oligos 
degenerados se muestra en la Figura 11. 
5 El PCR genero una banda de 417 pb que fue subclonada en el 
Vector-T (pMOSBlue, Mersham) . Dicha banda fue compietamente 
secuenciada y la traduccion de dicho fragmento de ADN 
corroboro la presencia de las regiones consenso ademas de una 
alta homologia con las invertasas reportadas en la 
10 literatura. Esto demostro que el fragmento aisiado era 
perteneciente al gen INV1 que codifica para una invertasa en 
Candida utilis. Este fragmento se utilize como sonda para 
aisiar el gen INV1 de Candida utilis. 

Luego del pesquizaje de la libreria de Candida utilis, un 
15 total de 6 clones conteniendo el gen 1NV1 de Candida utilis 
fueron aislados. Se seleccionaron 2 de los clones por su 
talla para el proceso de secuenciacion (pCI-6 y pCI-12) 
usando un PCR utilizandc los oligos usados en el aisiamiento 
del fragmento anterior. Estos oligos fueron usados para 
20 iniciar la secuencia entera del gen por ambas cadenas del 
plasmido pCI-6. 

Bjemplo 13: Secuenciacion del gen INV1 de Candida, utilis. 

Un total de 2607 pb del clon pCI-6 que contiene el gen INV1 
que codifica para la invertasa de Candida utilis fue 

25 secuenciado compietamente doble RAMIFICACION por el metodo de 
Sanger et. al., (1977), para esto se usaron tanto oligos 
universales de las series M13mp/pUC asi como oligos internos 
derivados de la secuencia. La secuencia completa del 
fragmento de 2607 pb es mostrada en la Figura 12 (No. Id. 

30 Sec. : 5, 6) . Dicho fragmento contiene un marco abierto de 
lectura de 1602 pb (534 codones). El gen INV1 de Candida 
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utilis codifica para una proteina de masa molecular teorica 
60 703 Da. 

Teniendo en cuenta que la invertasa de Candida utilis es una 
enzima periplasmat ica , debe tener en su extremo N-terminal 
5 una serial peptidica. Analizando la secuencia hacia el extremo 
5' del gen revelan dos codones ATG ( ATGi and ATG 2 en la 
Figura 12) dando lugar a ORF codificantes para proteinas que 
difieren solamente en el tamano de sus extremos N-terminales. 
Aplicando el algoritmo de von Heijne G. (1986, Nucl . Acids 
10 Res. 14: 4683-4690) para predecir el sitio de corte de la 
serial peptidasa de la proteina madura derivada de ambos ATG 
revelan que en ambos casos el sitio de corte esta ubicado 
entre los mismos residuos {S39 y S40 para ATGi y S26 y S27 
para ATG 2 ) , dando lugar a peptidos senales de 39 y 26 
15 aminoacidos respect ivamente . Teniendo en cuenta el tamano 
promedio de las secuencias senales en levadura (estimado 
alrededor de 20 residuos), podemos sugerir que el codon de 
iniciacion del gen INV1 es el segundo ATG. 

Once sitios potenciales de N-glicos i lacion acorde a la regla 
20 general N-X-T/S, se encuentran en las asparaginas de las 
posiciones 40, 88, 141, 187, 245, 277, 344, 348, 365, 373, 
379 y 399 de la secuencia de la proteina madura. 
La region 5 '-no traducida muestra dos posibles cajas TATA 
(consenso TATAA) , en las regiones -18 a -14 y -212 a -208, 
25 ademas de varios posibles sitios de union del represor Migl 
(consenso SYGGRG) . 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS . 

Figura 1. Plasmido pURAS, resultante de la genoteca de 
Candida utilis, donde se identified el fragmento de ADN de 
30 Candida utilis que complementa una mutacion pyrF en 
Escherichia coii MC1066 y URA3 de Saccharomyces cerevisiae 
SEY 2202. 
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Figura 2. Ubicacion, mapa de restriccion y analisis de 
complementacion del gen URA3 de Candida utlilis. Estrategia 
de secuenciacion de dicho gen. 

Figura 3. Plasmido pUREC3, obtenido a partir de una digestion 
5 con ia enzima de restriccion EcoRI en el plasmido pURA5 y 
capaz de complement ar la mutacion URA3 de Saccharomyces 
cerevlsiae . 

Figura 4. Secuencia de ADN correspondiente al fragmento que 
contiene el gen URA3 de Candida utilis. 
10 Figura 5. Plasmido pUT64 obtenido para los experimentos de 
complementacion de la mutacion ura3 en Saccharomyces 
cerevlsiae , 

Figura 6. Mapa del plasmido pUCURA3 utilizado en los 
experimentos de trans formacion de la levadura Candida utllis. 

15 Figura 7. (A) Esquema de los posibles eventos de integracion 
durante la t ransf ormacion 

(B) Southern-blot de algunos de los trans formantes . 
Figura 8. Secuencia de peptidica y de ADN correspondiente a 
los oligonucleotides utilizados en la reaccicn de PCR para el 

20 aislamiento del gen HIS 3 de Candida utilis. 

Figura 9. Plasmido pHCU37, resultante de la genoteca de 
Candida utilis, que contiene un fragmento capaz de 
complementar la mutacion hisB463 de Escherichia cell KC8 . 
Figura 10. Secuencia de ADN correspondiente al fragmento que 

25 conriene el gen HIS3 de Candida utilis. 

Figura 11. Secuencia peptidica y de ADN correspondiente a los 
oligonucleotides utilizados en la reaccion de PCR para el 
aislamiento del gen INV1 de Candida utilis. 

Figura 12. Secuencia de ADN correspondiente al fragmento que 
30 contiene el gen INV1 de Candida utilis. 
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LISTA DE SECUENCIAS 



(1) INFORMACION GENRAL : 

5 

(i) SOLICITANTE: 

(A) NOMBRE: CENTRC DE INGENIERIA GENTICA Y BIOTECNOLOGIA 

(B) DIRECCION: AVE. 31 ENTRE 158 Y 190, CUBANACAN, PLAYA . 

(C) CIUDAD: CIUDAD DE LA HABANA 
10 (D) ESTADO: CIUDAD DE LA HABANA 

(E) PAIS: CUBA 

(F) CODIGO POSTAL (ZIP) : 12100 

(G) TELEFONO: 53 7 216013 
<H) TELEFAX: 53 7 336008 



15 



20 



30 



Six) TiTULO DE LA INVENCION: SISTEMA DE TRAN FORMAC ION EN CANDIDA 
UTILIS. 

NUMERO DE SECUENCIAS: 6 



:iv) FOP.MA LEGIBLE PRO MAQUINA: 

•A) TIPO DE SOPORTE: Disco flexible 
( B ) ORDENADOR: IBM PC compatible 
(CJ SISTEMA OPERATIVO: PC- DOS /MS- DOS 
25 (D) SOPORTE LOGICO: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPO) 

(vi) DATOS DE SOLICITUD DE PRIORIDAD: 
(A) NUMBERO DE SOLICITUD: 82/96 
(E) FECHA DE SOLICITUD: 03-OCT-1996 



(2) IN FORMAC I 6N PARA LA SEC ID NO. 1: 



(i) CARACTERI STICAS DE LA SECUENCIA: 
35 (A) LONGITUD: 1179 pares de base 

TIPO: acido nucleico 
RAMI FICAC ION: simple 
TOPOLCGIA: lineal 

40 !ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genomico) 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

45 

'vi) FUENTE ORIGINAL: 

« A) ORGANISMOO: Candida utilis 
(B) CEPA: NRRL Y-1084 

50 (ix) RASGOS: 

(A) NOMBRE /CLAVE : PEPTIDOO MADURO 
-'5) LOCAL! Z AC ION : 1 . . 1 179 

.2) OTRA INFORMACION : /production "Orotidin 5 ■ -mono f os f ato 
desca rboxil as a " 
55 /gen= " URA3" 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO. 1: 



CAAATAGCTC TCTACTTC-CT TCTGCTCAAC AAGCTGCTGG AACTGCTGCT GC7CTTTTGG 60 

5 GTTCAATTGG TCCATCCTTG CTACTTTTCC GCCTAGTTTC GATTCCGATT CTGATAGAGA 12 0 

AGCCCAGCTA TGAATGGAAG AAATTTTTCA CTTTTGTATG TCCTTTTTTT CACGCTTCGT 18 0 

TGCTTCGGAC AAAAAAATAG TGGAGGCACT CGGTGGAGGG AAGCTATCCT CGAGATGAAA 24 0 

10 

AATTTCAAGC TCATCTCATC GTCCAAGTGG GACAGCAAGC TGAGGCTTCT GAAGAGGTTG 30 0 



AGGAAAATGG TCACCACGTT ATCGTACACA GAGAGGGCAT CGCACCCTTC GCCACTTGCT 360 
15 AAGCGTCTGT TTTCGCTTAT GGAGTCCAAG AAGACGAACC TGTGTGCCAG TGTCGATGTT 420 



CGTACCACAG AGGAGTTSCT CAAGCTCGTT GATACGCTTG GTCCTTATAT CTGTCTGTTG 48 0 



AAGACGCATA 7TGATA7CAT TGATGACTTC TCTATGGAGT CTACTGTGGC TCCACTGTTG 54 0 

20 

GAGCTTTCAA AAGAGCACAA TTTCCTCATC TTTGAGGACC GTAAGTTTGC TGATATCGGC €00 



AACACCGTCA AGGCACAGTA CGCCGGTGGT GCGTTCAAGA TTGCACAATG GGC AGACATC 660 

2 5 ACCAACGCCC ACGGTGTCAC CGGTCGAGGT ATCGTCAAGG GGTTGAAGGA GGCTGCACAG 72 0 

GAAACCACGG ATGAGCCAAG AGGGCTGTTG ATGCTTGCTG AGCTAAGCTC CAAGGGCTCC 78 0 

TTCGCTCACG GGACATATAC CGAGGAGACC GTGGAGATTG CCAAAACTGA TAAGGACTTT 84 0 

30 

TGTATTGGAT 7CATCGCACA GAGAGACATG GGTGGCAGAG AAGATGGGTT CGACTGGATC 900 



ATCATGACAC CAGGCGTGGG ACTCGACGA7 AAGGGCGACT CCCTGGGCCA ACAGTACAGA 960 
3 5 ACTGTCGATG AGGTTGTCAG TGGTGGCTGT GACATCATCA TCGTTGGTAG AGGCTTGTTT 102 0 

GGAAAGGGAA GAGATCCAAC AGTGGAAGGT GAGCGTTATA GAAAAGCAGG CTGGGATGCT 108 0 



TATCTCAAGA GATACTCAGC TCAATAAACG TTGAGCTCTG GCTTGTATAG GTTCACTTGT 114 0 

40 

ATAAAATGTT CATTACTGTT TTCGGAAGTT GTAGATTGC 117 9 

(2) INFORMACICN PARA LA SEC ID NO. 2: 



4 5 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 266 aminoacidos 
(5) TIPO: aminoacidica 
(C) RAMIFICACION: simple 
I O) TOPOLOGIA: lineal 

50 

(ii) TIPO DE MOLECULA: PROTEINA 
(iii) HIPOTETICA: NO 



55 (iv) ANTI-SENTIDO: NO 



(vi) rUENTE ORIGINAL: 
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(A) ORGANISMO: Candida utilis 

(B) CEPA: NRRL Y-1084 
(ix) RASGOS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: PROTEINA 
5 (B) LOCALIZACION: 1 . .266 



(xx) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 2: 

10 Met Val Thr Thr Leu Ser Tyr Thr Glu Arg Ala Ser His Pro Ser Pro 

15 10 15 

Leu Ala Lys Arg Leu Phe Ser Leu Met Glu Ser Lys Lys Thr Asn Leu 
20 25 30 



15 



30 



45 



Cys Ala Ser Val Asp Val Arg Thr Thr Glu Glu Leu Leu Lys Leu Val 
35 40 45 



Asp Thr Leu Gly Pro Tyr lie Cys Leu Leu Lys Thr His lie Asp lie 

20 50 55 60 

He Asp Asp Phe Ser Met Glu Ser Thr Val Ala Pro Leu Leu Glu Leu 
65 70 75 80 

2 5 Ser Lys Glu His Asn Phe Leu He Phe Glu Asp Arg Lys Phe Ala Asp 

85 90 95 



He Gly Asn Thr Val Lys Ala Gin Tyr Ala Gly Gly Ala Phe Lys He 

100 105 110 

Ala Gin Trp Ala Asp He Thr Asn Ala His Gly Val Thr Gly Arg Gly 

115 120 125 



He Val Lys Gly Leu Lys Glu Ala Ala Gin Glu Thr Thr Asp Glu Pro 

35 13D 135 14: 

Arg Gly Leu Leu Met Leu Ala Glu Leu Ser Ser Lys Gly Ser Phe Ala 

145 150 155 160 

4 0 His Gly Thr Tyr Thr Glu Glu Thr Val Glu lie Ala Lys Thr Asp Lys 

165 170 175 



Asp Phe Cys lie Gly Phe He Ala Gin Arg Asp Met Gly Gly Arg Glu 

180 185 190 

Asp Gly Phe Asp Trp He He Met Thr Pro Gly Val Gly Leu Asp Asp 

195 200 205 



Lys Gly Asp Ser Leu Gly Gin Gin Tyr Arg Thr Val Asp Glu Val Val 

50 210 215 220 

Ser Gly Gly Cys Asp lie lie lie Val Gly Arg Gly Leu Phe Gly Lys 

225 230 235 240 



55 



Gly Arg Asp Pro Thr Val Glu Gly Glu Arg Tyr Arg Lys Ala Gly Trp 
245 250 255 
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Asp Ala Tyr Leu Lys Arg Tyr Ser Ala Gin 
260 265 

{ 2 ) INFORJMACION PARA LA SEC ID NO. 3: 

5 

(i) CARACTERi STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 1190 pares de base 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) RAMIFICACION: simple 
10 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) MOLECULE TIPO: ADN (genomico) 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANTI-SENTI DO : NO 



15 



(vi ) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGAN I SMO : Candida utilis 
20 (B) CEPA: NRRL Y-1084 

fix) PJKSGOS: 

(A) NOMBRE/ CLAVE : peptido maduro 

(B) LOCAL I ZAC I ON: 1 . .1190 

25 (D) OTRA INFORMACION : /producto- "Enzima 

Imidazol-glicerol-f osf ato deshidratasa' 
/gen- "HIS3" 



30 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 3: 





ACCTCCCAAT 


CGCACAGGCA 


ACGATACAAA 


TTCAACGAGT 


ATTAACCATC 


TTGTGTGCTA 


60 


35 


AAAAGAGTCG 


AAGAACAACA 


GTGCGCCAAA 


AAAAAAACTC 


CGGACCGCAC 


ACGACTCATC 


120 


GCTCTCGGAA 


TATCCCTCGG 


AATGCGCCAC 


TTCCGGGTGC 


GTGGCCATCG 


GAAGAGCGAA 


180 




GAGTCATCAC 


CATCGTACTT 


TAACGACTTA 


CTATTCTCAT 


TGAGTATTGA 


GAAGAAGGAT 


240 


40 


AGAGAAATGG 


CTGAACGAAC 


GGTGAAACCC 


CAGAGAAGAG 


CTCTTGTGAA 


TCGTACAACA 


300 




AACGAAACGA 


AGATCCAGAT 


TTCCTTGAGT 


TTGGATGGTG 


GATACGTAAC 


GGTTCCGGAG 


360 


45 


TCAATCTTCA 


AGGATAAGAA 


GTACGACGAT 


GCTACTCAAG 


TCACCTCTTC 


TCAGGTGATT 


420 


TCAATCAACA 


CGGGCGTTGG 


ATTCCTGGAC 


CACATGATCC 


ATGCTCTTGC 


GAAGCATGGT 


480 




GGGTGGAGTT 


TGATTGTGGA 


GTGTATTGGT 


GATTTGCACA 


TTGACGACCA 


CCACACCACC 


540 


50 


GAGGACGTTG 


GTATTGCGCT 


GGGAGACGCC 


GTCAAGGAGG 


CCTTGGCATA 


TAGAGGTGTC 


600 




AAGAGATTTG 


GTAGCGGGTT 


TGCTCCATTG 


GACGAGGCTC 


TGAGCAGAGC 


CGTTGTTGAT 


660 


55 


CTGAGTAACC 


GTCCGTTTGC 


CGTTGTTGAG 


CTGGGACTCA 


AGAGGGAAAA 


GATCGGTGAC 


720 


TTGTCATGTG 


AGATGATTCC 


TCACTTCTTG 


GAGAGTTTTG 


CCCAAGCAGC 


TCATATCACG 


780 
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ATGCATGTTG ACTGTTTGAG AGGCTTCAAC GACCATCACA GAGCTGAATC CGCATTCAAG 84 0 



10 



900 



GCCCTGGCAG TCGCCATTAA GGAATCCATC TCCAGTAACG GCACCAATGA TGTTCCCTCA 

ACAAAGGGTG TTTTGTTCTA GATAGCAGTC TTTCTGTCTC TCTATTTATT CGATAAATAA 960 

GAACTATGTA TATCTTTCTC TTTTAATTGT ATATGTACAT GCACAGCTGA CTTCATCAAC 1020 

GGAAGATGTT ATTGAGTGCA GCCATTGTCT GACTGTCGTT ATCCTTCTTT GCGGATTTAC 108 0 

CAAGGACTCT ACGACCACTG GTGGCTTTGA TATGATTTCC TGCCAGTACT TGTAAGAGGT 114 0 

GCAACGTCAA TGGAAACGGC ACCGTTAGCC TTGATGGTTG CACGGGTAGG 1190 
15 (2) INFORMACION PARA LA SEC ID NO. 4: 

(i) CARACTERI STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 210 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacidica 
20 (C) RAMIFICACION: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULE: PROTElNA 

25 (iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANT I -SENT I DO : NO 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 
30 (A) ORGAN IS MO : Candida utilis 

(B) CEPA: NRRL Y-108 4 

'ix) RASGOS: 

(A) NOMBRE/ CLAVE : PROTElNA 
3 5 (B) LOCALIZACION: 1 . . 210 



fxi) DESCRIPCION 

4 0 Met Ala Glu Arg 

1 

Thr Thr Asn Glu 
20 

45 

Tyr Val Thr Val 
35 

Ala Thr Gin Val 
50 50 

Gly Phe Leu Asp 
65 

55 Ser Leu lie Val 



DE LA SECUENCIA: SEC ID 

Thr Val Lys Pro Gin Arg 
5 10 

Thr Lys He Gin He Ser 
25 

Pro Glu Ser He Phe Lys 
40 

Thr Ser Ser Gin Val He 
55 

His Met He His Ala Leu 
70 

Glu Cys lie Gly Asp Leu 
35 90 



NO . 4 : 

Arg Ala Leu Val Asn Arg 
15 

Leu Ser Leu Asp Gly Gly 
30 

Asp Lys Lys Tyr Asp Asp 
45 

Ser lie Asn Thr Gly Val 
60 

Ala Lys His Gly Gly Trp 
^5 80 

His He Asp Asp His His 
95 
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Thr Thr Glu Asp Val Gly He Ala Leu Gly Asp Ala Val Lys Glu Ala 

100 105 110 

Leu Ala Tyr Arg Gly Val Lys Arg Phe Gly Ser Gly Phe Ala Pro Leu 

5 115 120 125 

Asp Glu Ala Leu Ser Arg Ala Val Val Asp Leu Ser Asn Arg Pro Phe 

130 135 140 

Ala Val Val Glu Leu Gly Leu Lys Arg Glu Lys He Gly Asp Leu Ser 

10 145 150 155 " ' 160 

Cys Glu Met He Pro His Phe Leu Glu Ser Phe Ala Gin Ala Ala His 

165 170 175 

15 He Thr Met His Val Asp Cys Leu Arg Gly Phe Asn Asp His His Arg 

180 185 " 190 



20 



25 



35 



Ala Glu Ser Ala Phe Lys Ala Leu Ala Val Ala He Lys Glu Ser lie 
195 200 205 

Ser Ser 
210 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 5: 



(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2607 pares de base 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) RAMIFICACION: simple 
30 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) MOLECULE TIPO: ADN (genomico) 

(iii) HIPOTETICA: NO 

(iv) ANT I - SENT I DO : NO 



(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Candida utilis 
40 <B) CEPA: NRRL Y-1084 

(ix) PASGOS: 

(A) NOMBRE / CLAVE : peptido maduro 
(3) LOCAL I Z AC ION : 1 . .2607 
45 (D) OTRA INFORMACION: /PRODUCTO= "Enzima invertasa 

(P-f ructof uranosidasa) " 
/gen= "INV1" 

50 fxi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 5: 

ATCGGCACAG AAGCGACACT GATGTCCTCC GTCTAAAACT CATCGTTTAA TAACTTCTGC 50 
ATTGGCAGCT CCGGAGCACA CTCAATTGGG ACTAAAAGAA GTAACATTTG TACTACAATG 120 

55 

AGTCGTATAG AGTCATGTAT AAGAAGAACA GCAAGAAAAG AAAATATTGG TGCAGAATTC 18 0 
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15 



25 



35 



45 



55 



AACAGCTTCT 


GAGATCGTAA 


GAACAGCCAA 


. TCATTTACCG 


GAATTCATTA TGATACCTAT 


240 


AGAAAGACAC 


AAATTGTTGG 


GTAAAACAAC 


AGAACATACC 


TGTATAGGGG 


; T T TAT AC GAG 


300 


AATTTTCTTA 


GACGTCTCCC 


CCAGTGTCCG 


CCAAAGCAAC 


TTACATGTGG 


AGTTTGAATT 


360 


TGGATGCGCC 


TTTTCCTTTA 


AACGGTCACC 


TGAGGTCTGA 


ATCTCAATGC 


AAATATCATT 


420 


ACACCAATAA 


TAAAGGTGCA 


TATAACCCCA 


TAACCTGTAC 


ATAAAGAACG 


GCACATGATC 


480 


CAATTTATCG 


ACGTTATGCC 


TTGTCAGACC 


ATCGTCGTGA 


ACTTTTCTAA 


ACCGGATAAA 


540 


CTCTCGCACG 


GATTATAACG 


TGCGTCTGTG 


ATATGCACTC 


CGGAAAAAAC 


CCCCGTGGAG 


600 


AAGTGAAGCG 


GCCACCTGTG 


GAGCAGAAA? 


TTCGATCCAC 


GTTTCAAGTT 


CAAATGCTTT 


660 


CCTGTTGTCA 


AAGGGCTTGA 


GATTTACCAC 


TTGAGCATTT 


GTGCTCAGAA 


TTCGGAGAGC 


720 


ATTCCCATGA 


GTGGTGTCCA 


AAAACAC TAT 


AAAAGCAGCA 


CAGGGATGTC 


GTTGACAAAA 


780 


GATGCCTCAG 


AGGACCAAGA 


AGACATCAAG 


AGTCTCACGA 


TGAACACTAG 


TTTAGTTGAT 


840 


TCCAGCATTT 


ACAGACCATT 


AGTCCATCTA 


ACGCCACCAG 


TGGGGTGGAT 


GAACGACCCT 


900 


AATGGTCTCT 


TCTACGATTC 


ATCTGAATCT 


ACTTACCATG 


TGTACTACCA 


ATACAACCCA 


960 


AACGATACGA 


TTTGGGGATT 


GCCTCTATAT 


TGGGGACATG 


CCACCTCTGA 


TGATTTGTTA 


1020 


ACGTGGGACC 


ACCATGCGCC 


TGCAATTGGA 


CCTGAGAATG 


AT GAT GAG GG 


TATTTACTCT 


1080 


GGATCTATAG 


TCATAGACTA 


CGATAATACC 


TCAGGGTTCT 


TTGACGATTC 


AACAAGACCA 


1140 


GAACAGAGAA 


TCGTTGCCAT 


TTATACCAAT 


AACTTACCAG 


ATGTCGAGAC 


GCAAGACATT 


1200 


GCCTATTCCA 


CGGACGGTGG 


TTATACTTTC 


GAAAAGTATG 


AAAACAAC CC 


AGTTATAGAC 


1260 


GTCAATTCGA 


CCCAATTTAG 


GGATCCGAAG 


GTGATTTGGT 


ATGAGGAAAC 


TGAACAATGG 


1320 


GTCATGACTG 


TGGCAAAGAG 


TCAAGAGTAC 


AAGATCCAGA 


TTTACACCTC 


TGACAATTTG 


1380 


AAAGAC T GGA 


GTTTGGCCTC 


GAATTTCTCA 


ACCAAGGGTT 


ATGTTGGTTA 


TCAGTATGAA 


1440 


TGTCCAGGTC 


TATTCGAAGC 


CACTATTGAA 


AACCCAAAGA 


GTGGTGACCC 


AGAGAAGAAA 


1500 


TGGGTTATGG 


TCTTAGCAAT 


CAATCCAGGC 


TCACCTCTTG 


GTGGTTCCAT 


AAATGAATAC 


1560 


TTTGTTGGTG 


ATTTCAACGG 


TACTGAATTC 


ATTCCAGATG 


ATGACGCTAC 


AAGATTTATG 


1620 


GATACTGGTA 


AGGACTTCTA 


TGCCTTCCAA 


GCGTTCTTCA 


ATGCACCGGA 


GAATCGGTCA 


1680 


ATTGGAGTTG 


CCTGGTCATC 


GAACTGGCAG 


TATTCCAACC 


AGGTTCCGGA 


TCCTGATGGA 


1740 


TATAGAAGCT 


CCATGTCATC 


AATCAGAGAG 


TACACTCTGA 


GATATGTCAG 


TACGAATCCA 


1800 


GAATCTGAAC 


AGTTGATCCT 


TTGTCAAAAA 


CCATTCTTTG 


TGAACGAGAC , 


AGACTTGAAG 


1860 
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25 



35 
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GTGGTTGAAG AGTACAAGGT TTCAAACAGT TCTTTGACCG TGGACCACAC GTTTGGAAGT 1920 

AGCTTTGCAA ACTCCAACAC CACTGGACTG TTGGATTTCA ACATGACTTT CACGGTTAAC 1980 

GGTACAACTG ACGTTACGCA GAAGGACTCC GTCACCTTTG AGCTCAGAAT CAAATCTAAC 2040 

CAAAGCGACG AGGCAATTGC GCTTGGTTAC GATTACAACA ACGAGCAATT CTACATCAAC 2100 

AGAGCCACAG AGAGCTACTT CCAGAGAACC AACCAGTTCT TCCAGGAGAG ATGGTCCACG 2160 

TACGTTCAGC CTCTCACAAT CACCGAATCT GGTGATAAAC AGTACCAGCT CTACGGATTG 222 0 

GTTGATAACA ACATCCTTGA GTTGTACTTC AACGACGGGG CATTCACATC CACAAACACC 2280 

TTCTTCTTGG AGAAGGGCAA GCCATCAAAC GTCGATATCG TGGCAAGCTC CTCCAAGGAG 2 340 



GCTTACCACC GTGGACCAGC TGACTGAGAC GTCTCACTGT TTGACGAATA CGCACGTGAA 2400 

AGCTATATAA GGGATCACGT GGTCTAGCCA CCCCAGTCTA AAAGCTTCAG CAAACCGCCA 2 4 60 

2 0 C T AT AT AAAC AGACAGGTTT GTCACTTTTC AACAAAACAA ATATCTTCTT CTTTTACCCT 2 520 

TCAGAGTAGT TTGTACGAGT GCTTTTTTCA AT TAT AT AT A CAACAACGTG AGCTGCCTTT 2580 

GGATATGCAA TCAACAGCGC TCTCTTT 2 607 
(2) INFORMACION PARA LA SEC I D NO . 6: 



(i) CARACTERI STICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 533 aminoacidos 
30 (B) TIPO: aminoacidica 

:C) RAMIFICACION : simple 
( D) TOPGLOGI A : lineal 



<ii) MOLECULE TIPO: PROTEIKA 
(iii) HIPOTfiTICA: NO 
<iv) ANTI-SENTIDO; NO 

4 0 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Candida utilis 

(B) CEPA: NRRL Y-1084 

(ix) RASGOS: 
4 5 (A) NOMBRE/CLAVE : PROTEINA 

(B) LOCALIZACION: 1 . . 533 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO. 6: 

50 Met Ser Leu Thr Lys Asp Ala Ser Glu Asp Gin Glu Asp lie Lys Ser 

15 10 15 

Leu Thr Met Asn Thr Ser Leu Val Asp Ser Ser lie Tyr Arg Pro Leu 

20 25 30 



Val His Leu Thr Pro Pro Val Gly Trp Met Asn Asp Pro Asn Gly Leu 
35 40 45 



WO 98/14600 PCT7CU97/00005 

30 



10 



30 



45 



Phe Tyr Asp Ser Ser Glu Ser Thr Tyr His Val Tyr Tyr Gin Tyr Asn 
50 55 60 

Pro Asn Asp Thr lie Trp Gly Leu Pro Leu Tyr Trp Gly His Ala Thr 
65 70 75 80 

Ser Asp Asp Leu Leu Thr Trp Asp His His Ala Pro Ala lie Gly Pro 
85 90 95 

Glu Asn Asp Asp Glu Gly lie Tyr Scr Gly Scr He Val He Asp Tyr 
100 105 110 



Asp Asn Thr Ser Gly Phe Phe Asp Asp Ser Thr Arg Pro Glu Gin Arg 

15 115 120 125 

He Val Ala He Tyr Thr Asn Asn Leu Pro Asp Val Glu Thr Gin Asp 

130 135 140 

He Ala Tyr Ser Thr Asp Giy Gly Tyr Thr Phe Glu Lys Tvr Glu Asn 

20 145 150 155 " 160 

Asn Pro Val He Asp Val Asn Ser Thr Gin Phe Arg Asp Pro Lys Val 

165 170 175 

25 He Trp Tyr Glu Glu Thr Glu Gin Trp Val Met Thr Val Ala Lys Ser 

180 185 190 



Gin Glu Tyr Lys He Gin He Tyr Thr Ser Asp Asn Leu Lys Asp Trp 

195 200 205 

Ser Leu Ala Ser Asn Phe Ser Thr Lys Gly Tyr Val Gly Tyr Gin Tyr 

210 215 220 



Glu Cys Pro Gly Leu Phe Glu Ala Thr lie Glu Asn Pro Lys Ser Gly 

35 225 230 235 240 

Asp Pro Glu Lys Lys Trp Val Met Val Leu Ala He Asn Pro Gly Ser 

245 250 255 

40 Pro Leu Gly Gly Ser lie Asn Glu Tyr Phe Val Gly Asp Phe Asn Gly 

260 265 270 



Thr Glu Phe lie Pro Asp Asp Asp Ala Thr Arg Phe Met Asp Thr Gly 

275 280 285 

Lys Asp Phe Tyr Ala Phe Gin Ala Phe Phe Asn Ala Pro Glu Asn Arg 
290 295 300 



Ser He Gly Val Ala Trp Ser Ser Asn Trp Gin Tyr Ser Asn Gin Val 

50 305 310 315 ' 320 

Pro Asp Pro Asp Gly Tyr Arg Ser Ser Met Ser Ser lie Arg Glu Tyr 

325 330 335 



55 



Thr Leu Arg Tyr Val Ser Thr Asn Pro Glu Ser Glu Gin Leu He Leu 
340 345 350 
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Cys Gin Lys Pro Phe Phe Val Asn Glu Thr Asp Leu Lys Val Val Glu 
355 360 365 

Glu Tyr Lys Val Ser Asn Ser Ser Leu Thr Val Asp His Thr Phe Gly 
5 370 375 380 

Ser Ser Phe Ala Asn Ser Asn Thr Thr Gly Leu Leu Asp Phe Asn Met 
385 390 395 400 

10 Thr Phe Thr Val Asn Gly Thr Thr Asp Val Thr Gin Lys Asp Ser Val 

405 410 415 



15 



20 



Thr Phe Glu Leu Arg lie Lys Ser Asn Gin Ser Asp Glu Ala lie Ala 
420 425 430 

Leu Gly Tyr Asp Tyr Asn Asn Glu Gin Phe Tyr lie Asn Arg Ala Thr 

435 440 445 

Glu Ser Tyr Phe Gin Arg Thr Asn Gin Phe Phe Gin Glu Arg Trp Ser 
450 455 460 

Thr Tyr Val Gin Pro Leu Thr lie Thr Glu Ser Gly Asp Lys Gin Tyr 
465 470 475 480 



Gin Leu Tyr Gly Leu Val Asp Asn Asn lie Leu Glu Leu Tyr Phe Asn 

25 485 490 495 

Asp Gly Ala Phe Thr Ser Thr Asn Thr Phe Phe Leu Glu Lys Gly Lys 

500 505 510 

30 Pro Ser Asn Val Asp lie Val Ala Ser Ser Ser Lys GJu Ala Tyr His 

515 520 525 



Arg Gly Pro Ala Asp 
530 
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REIVINDICACIONES 

1. Un sistema de transformacion para la levadura Candida 
utilis caracterizado porque emplea una celula de levadura 

5 hospedera capaz de ser trans formada con un material ADN 

recombinante donde dicho hospedero es defectivo en al menos 
una via biosintetica . 

2. Un sistema de transformacion para la levadura Candida 
utilis segun la reivindicacion 1 caracterizado porque 

0 emplea una celula de levadura hospedera que es defectiva en 
al menos la via biosintetica de un aminoacido. 

3. Un sistema de transformacion para la levadura Candida 
utilis segun las reivindicacion 2 caracterizado porque 
emplea una celula de levadura hospedera que es defectiva en 

5 la via biosintetica del uracilo. 

4. Un sistema de transformacion de segun la reivindicacion 3 
caracterizado porque dicha levadura hospedera es defectiva 
en la actividad de la enzima orotidin-5- f os f ato 
descarboxilasa . 

0 5 . Un sistema de transformacion segun la reivindicacion 4 
caracterizado porque dicha celula de levadura hospedera es 
Candida utilis NRRL Y-1084 CUT35 (Numero de Deposito 
Pendiente) . 

6. Un sistema de transformacion para la levadura Candida 
5 utilis segun las reivindicacion 2 caracterizado porque 

emplea una celula de levadura hospedera que es defectiva en 
al menos la via biosintetica de la histidina. 

7. Un sistema de transformacion de segun la reivindicacion 6 
caracterizado porque dicha levadura hospedera es defectiva 

0 en la actividad de la enzima imidazol glicerol fosfato 
deshidratasa . 
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8. Un sistema de t ransf ormacion segun la reivindicacion 7 
caracterizado porque dicha celula de levadura hospedera es 
Candida utilis NRRL Y-1084 TMN3 . 

9. Un sistema de t ransf ormacion segun la reivindicacion 1 
5 caracterizado porque dicho material ADN recombinants 

contiene un gen funcional que complementa el defecto en la 
via biosintetica en la cual el hospedero es defectivo. 

10. Un sistema de t ransf ormacion segun la reivindicacion 9 
caracterizado porque dicho gen funcional es el gen URA3 de 

0 Candida utilis. 

11. Un sistema de t rans f ormacion segun la reivindicacion 10 
caracterizado porque dicho material ADN recombinante son 
los plasmido pURA5 y el plasmido pl)CURA3 . 

12. Un sistema de t ransf ormacion segun la reivindicacion 9 
5 caracterizado porque dicho gen funcional es el gen HIS3 de 

Candida utilis. 

13. Un sistema de trans f ormacion segun reivindicacion 12 
caracterizado porque dicho material ADN recombinante son 
los plasmidos pHCU37 y pHCU40. 

0 14. Una celula hcspedera de la levadura de Candida utilis 
capaz de ser transformado con un ADN recombinante donde 
dicho hospedero es defectivo al menos en una via 
biosintetica . 

15. Una celula hospedera de levadura de la reivindicacion 14 
5 caracterizada porque dicha celula hospedera es defectiva en 

al menos la via biosintetica de un aminoacido. 

16. Una celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 

15 caracterizada porque dicha celula hospedera es defectiva 
en la via biosintetica del uracilo. 

0 17. Una celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 

16 caracterizada porque dicha celula hospedera es defectiva 
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en la actividad de la enzima orot idin-5-f osf ato 
descarboxilasa . 

18 . La celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 
17 caracterizada porque es la cepa Candida utilis NRRL Y- 
5 1084 CUT35 (Numero de Deposito Pendiente) . 

19. Una celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 
15 caracterizada porque dicha celula hospedera es defectiva 
en la via biosintetica de la histidina. 

20. Una celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 
10 19 caracterizada porque dicha celula hospedera es defectiva 

en la actividad de la enzima imidazol glicerol fosfato 
deshidratasa . 

21. Una celula hospedera de levadura segun la reivindicacion 
20 caracterizada porque es la cepa Candida utilis NRRL Y- 

15 1084 TMN3. 

22. Un material ADN recombinant e capaz de transformar una 
celula hospedera de la levadura de Candida utilis 
caracterizado porque dicho material ADN recombinante 
contiene un gen funcional que complementa el defecto en la 

20 via biosintetica en la cual el hospedero es defectivo. 

23. Un material ADN recombinante de acuerdo a la 
reivindicacion 22 caracterizado porque dicho gen funcional 
es el gen URA3 de Candida utilis. 

24. Un material ADN recombinante segun la reivindicacion 23 
25 caracterizado porque dicho material ADN recombinante son 

plasmidos pURA5 y pUREC3 . 

25. Un material ADN recombinante segun la reivindicacion 22 
caracterizado porque dicho gen funcional es el gen HIS3 de 
Candida utilis. 

30 26. Un material ADN recombinante segun la reivindicacion 25 
caracterizado porque dicho material ADN recombinante son 
los plasmido pHCU37 y pHCU40. 
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27. Procedimiento para la t rans f ormacion de la levadura 
Candida utllis caracterizado porque comprende: 

(a) Tratamiento de una cepa hospedera de la levadura Candida 
utills con sales de metales alcalino; 
5 (b) Contactar el producto celular del paso (a) con el 
material ADN recombinante bajo condiciones adecuadas para 
la trans f ormacion; 
(c) Proceder bajo condiciones apropiadas para la 
eiectroporacion de la cepa hospedera. 
10 (d) Plaqueo del producto celular del paso (c) bajo 
condiciones selectivas del medio de cultivo. 

28. Procedimiento segun la reivindicacion 27 caracterizado 
porque las sales de metales alcalinos empleadas en el paso 
(a) son de Acetato de Litio a una concent racion de 50 mM. 

15 29. Procedimiento segun la reivindicacion 27 caracterizado 
porque dichas condiciones adecuadas para la transf ormacion 
del paso (b) comprenden: 

- Igual volumen de solucion de poliet ilenglicol (PEG) al 70% 
por volumen de mezcla de la suspension celular tratada con 

20 sales de Acetato de Litio y el ADN recombinante; 

- Incubacion a 30°C durante 60 minutos; 

- Shock termico provocado por tratamiento de la mezcla a 42 C C 
durante 5 minutos; y 

- Enfriamiento en hielo durante 5 minutos. 

25 30. Procedimiento de acuerdo a la reivindicacion 27 
caracterxzado porque las condiciones apropiadas para la 
eiectroporacion de la cepa hospedera del paso (c) son: 

- campo eiectrico de 3,5 kV/cm; 

- resistencia de 800 y 
30 - capacitancia de 25 f*F. 
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31. Procedimiento para la trans formacion de la levadura 
Candida utilis segun la reivindicacion 27 caracteri zado 
porque emplea una celula de levadura hospedera capaz de 
ser trans formada con un material ADN recombinante donde 

5 dicho hospedero es defectivo en al menos una via 

biosintetica . 

32. Procedimiento segun la reivindicacion 31 caracterizado 
porque emplea una celula de levadura hospedera que es 
defectiva en al menos la via biosintetica de un 

10 aminoacido. 

33. Procedimiento segun la reivindicacion 32 caracteri zado 
porque emplea una celula de levadura hospedera que es 
defectiva en la via biosintetica del uracilo. 

34. Procedimiento segun la reivindicacion 33 caracterizado 
15 porque dicha levadura hospedera es defectiva en la 

actividad de la enzima orotidin-5- f os f ato descarboxilasa . 
35. Procedimiento segun la reivindicacion 34 caracterizado 
porque dicha celula de levadura hospedera es Candida utilis 
NRRL Y-1084 CUT35 (Numero de Deposito Pendiente) . 
20 36. Procedimiento segun la reivindicacion 32 caracterizado 
porque emplea una celula de levadura hospedera que es 
defectiva en al menos la via biosintetica de la histidina. 

37. Procedimiento segun la reivindicacion 36 caracterizado 
porque dicha levadura hospedera es defectiva en la 

25 actividad de la enzima imidazol glicerol fosfato 
deshidratasa . 

38. Procedimiento segun la reivindicacion 37 caracterizado 
porque dicha celula de levadura hospedera es- Candida utilis 
NRRL Y-1084 TMN3 . 

30 39. Procedimiento segun la reivindicacion 31 caracterizado 
porque dicho material ADN recombinante contiene un gen 
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funcional que complementa el defecto en la via biosmtetica 
en la cual el hospedero es defectivo. 

40. Procedimiento segun la reivindicacion 39 caracterizado 
porque dicho gen funcional es el gen URA3 de Candida 

5 utllls. 

41. Procedimiento segun la reivindicacion 40 caracterizado 
porque dicho material ADN recombinante son los plasmido 
pQRA5 y el plasmido pUCURAJ. 

42. Procedimiento segun la reivindicacion 39 caracterizado 
10 porque dicho gen funcional es el gen HIS3 de Candida 

utllls . 

43. Procedimiento segun la reivindicacion 42 caracterizado 
porque dicho material ADN recombinante son los plasmidos 
pHCU37 y pHCU40. 

15 44. Una secuencia de ADN codificante para el gen URA3 de 
Candida utllls (No. Id. Sec. 1). 

45, Una secuencia de ADN codificante para el gen HIS3 de 
Candida utllls (No. Id. Sec. 3). 

46. Una secuencia de ADN codificante para el gen INV1 de 
20 Candida utllls (No. Id. Sec. 5) . 
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6 16 26 

caaata gctctctact tgcttctgct 
36 46 56 66 76 86 96 

caacaagctg ctggaactgc tgctgctctt ttgggttcaa ttggtccatc cttgctactt ttccgcctag 
106 116 126 136 146 156 166 

tttcgattcc gattctgata gagaagccca gctatgaatg gaagaaattt ttcacttttg tatgtccttt 
176 186 196 206 216 226 236 

ttttcacgct tcgttgcttc ggacaaaaaa atagtggagg cactcggtgg agggaagcta tcctcgagat 
246 256 266 276 286 296 306 

gaaaaatttc aagctcatct catcgtccaa gtgggacagc aagctgaggc ttctgaagag gttgaggaaa 
318 327 336 345 354 363 

MVTTLSYTERASHPS PLAK 
atg gtc acc acg tta teg tac aca gag agg gca teg cac cct teg cca ctt get aag 
375 384 393 402 411 420 

RLFSLMESflKTNLCASVDV 
cgt ctg ttt teg ctt atg gag tec aag aag acg aac ctg tgt gec agt gtc gat gtt 
432 441 450 459 468 477 

RTTEELLKLVDTLGPYI CL 
cgt acc aca gag gag ttg etc aag etc gtt gat acg ctt ggt cct tat ate tgt ctg 
489 498 507 516 525 534 

LKTHIDI IDDFSMESTVAP 
ttg aag acg cat att gat ate att gat gac ttc tct atg gag tct act gtg get cca 
546 555 564 573 582 591 

LLELSKEHNFLIFEDRKFA 
ctg ttg gag ctt tea aaa gag cac aat ttc etc ate ttt gag gac cgt aag ttt get 
603 612 621 630 639 648 

DIGNTVKAQYAGGAFKIAQ 
gat ate ggc aac acc gtc aag gca cag tac gec ggt ggt gcg ttc aag att gca caa 
660 669 678 687 696 705 

WADITNAHGVTGRG I VKG L 
tgg 9ca gac ate acc aac gee cac ggt gtc acc ggt cga ggt ate gtc aag ggg ttg 
717 726 735 744 753 762 

KEAAQETTDE PRGLLMLAE 
aag gag get gca cag gaa acc acg gat gag cca aga ggg ctg ttg atg ctt get gag 
774 783 792 801 810 819 

LSS KGS FAHGTYTEETVE I 
eta age tec aag ggc tec ttc get cac ggg aca tat acc gag gag acc gtg gag att 
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831 840 849 858 867 87 g 

AKTDKDFCIGFIAQHDMGG 
gcc aaa act gat aag gac ttt tgt att gga ttc ate gca cag aga gac atg ggt ggc 

888 897 906 915 324 933 

REDGF DWIIMTPGVGLDDK 
aga gaa gat ggg ttc gac egg ate ate atg aca cca ggc gtg gga etc gac gat aag 

945 954 963 972 981 990 

GDSLG QQYRTVDEVVSGG 



C 



ggc gac tec ctg ggc C aa cag tac aga act gtc gat gag gtt gtc agt ggt ggc tgt 
1002 1011 1020 1029 1038 1047 

DI1 IVGRGLFGKGRDPTVE 
gac ate ate ate gtt ggt aga ggc ttg ttt gga aag gga aga gat cca aca gtg gaa 

1059 1068 "77 10 86 1095 n 04 

GERYRKAGWDAYLKRYSAQ 
ggt gag cgt tat aga aaa gca ggc tgg gat get tat etc aag aga tac tea get caa 

1123 1133 1143 1153 H63 H73 

taa acgttg agctctggct tgtataggtt cacttgtata aaatgttcat tactgttttc ggaagttgta 
gattgc 



Figura 4 
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GVGFLDHM 
5' GGT ATT GGY TTY TTG GAY CAY ATG 3' (Primer 5') 

PSTKGVLM 

5' CAA RAC ACC YTT GGT KGW TGG RCC 3' (Primer 3') 
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6 16 26 36 

acctcc caatcgcaca ggcaacgata caaattcaac 

96 106 

gagtattaac eatettgtgt gctaaaaaga gtcgaagaac aaeagtgege caaaaaaaaa aetecggacc 

geaeaegaet catcgotctc ggaatateee teggaatgeg eeaetteegg gtgogtggcc a tcggaagag 

186 196 206 216 2 26 236 

cgaagagtea teaeeategt aetttaaega cttaetatte teattgagta ttgagaagaa gga ta gagaa 
258 2 " 276 2B5 294 303 

MAERTVKP QHHALVN R TT N 
atg get gaa cga acg gtg aaa ccc cag aga aga get ett gtg aat egt aea aca aac 

315 " 4 333 

ETKlQlSL SLD GGYVTvpE 
gaa acg aag ate eag att tee ttg agt ttg gat ggt gga tae gta aeg gtt eeg gag 
372 381 3 90 399 408 417 

S 1 F K ° K K Y D » A T Q v T S a Q V 
tea ate tte aag gat aag aag tae gae gat get aet eaa gte aee tet tet eag gtg 
429 438 "7 456 

ISINTGVGF LDHMIHALAK 
att tea ate aae aeg gge gtt gga tte etg gae eae atg ate eat get ett gcg aag 

486 495 504 513 

H ° G " 3 L 1 V ■ C I G D L „ x D D H 
cat ggt ggg tgg agt ttg att gtg gag tgt att ggt gat ttg eae att gae gae C ae 

552 

HTTED VGIALQ DAVK 



ALA 



cae aee aec gag gae gtt ggt att geg etg gga gae gee gte aag gag gee ttg g ca 

636 645 
L D E A L S 



600 609 618 627 



YRGVKRFGSQFAP 
tat aga ggt gte aag aga ttt ggt age ggg ttt get eea ttg gae gag got etg age 



657 666 675 684 



RAVVD LSNR PPAVV 



693 702 

aga gee gtt gtt gat etg agt aae egt eeg ttt gee gtt gtt gag etg gga ete aag 
714 723 7 3 2 741 7S0 

RE KIQ DLSCE MIPHFL ES F 
agg gaa aag ate ggt gae ttg tea tgt gag atg att eet eae tte ttg gag agt ttt 

771 780 7 °9 798 .. 8 07 81S 

AQAAHITMHVDCLRGFNDH 
gee eaa gea get eat ate aeg atg eat gtt gae tgt ttg aga gge tte aae gae eat 



828 «7 846 855 864 



HRAESAFKALAVAIK 



873 

E S I S 
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cac aga get gaa tec gca ttc aag gec ctg gca gtc gec att aag gaa tec ate tec 
88S 894 912 921 932 

SNGTNDVPSTKGVLF* 
agt aae ggc acc aat gat gtt cee tea aea aag ggt gtt ttg tte tag a tageagtett 
942 952 962 "2 982 992 1002 

tctgtctcte tatttattcg ataaataaga aetatgtata tetttctctt ttaattgtat atgtaeatge 

1012 1022 1032 X042 

aeagetgaet ecateaaegg aagatgttat tgagtgeage cattgtetga otgtegttat cettctttge 
1082 1092 

ggatttaeea aggactctac gaceaetggt ggetttgata tgatgteetg eeagtaettg taagaggtgc 

1152 1162 117 2 1182 ii92 1202 

aaegteaatg gaaaeggeae egttagectt gatggttgea egggtaggac teaeageeaa gaegg 



Figura 10 
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G W M N D P N 

GGT TGG ATG AAY GAY CCW AAY GG 3 ' (Oligo 5 ' ) 

FRDPKVFW 
AAR TCT CTR GGW TTC CAA AAR ACC s ' (Oligo 3') 



Figura 11 
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2 OS 
2 7 3 
345 



62S 
S95 
7S5 



tcgg cacagaagcg acactgatgt cctccgtcta aaactcatcg tttaataact cccgcauqc, 
cagctccgga gcacactcaa ttgggactaa aagaagtaac atttgtacca caatgagtcg tatagagcea 
tgtataagaa gaacagcaag aaaagaaaat attggtgcag aattcaacag cttccgagat cgtaagaaca 
gccaatcatt taccggaatt cattatgata cctatagaaa gacacaaatt gccgggtaaa acaacagaac 
acacctgtat aggggtttat acgagaattt tcttagacgt ctcccccagt gtccgccaaa gcaacctaca 
tgtggagttt gaatttggat gcgccttttc ctttaaacgg tcacctgagg tctgaatctc aatgcaaata 4X5 
tcattacacc aataataaag gtgcatataa ccccataacc tgtacataaa gaacggcaca cgatccaact 483 
tatcgacgtt atgccttgtc agaccatcgt cgtgaacttt tctaaaccgg ataaactccc gcacggacca sss 
taacgtgcgt ctgtgatatg cactccggaa aaaacccccg tggagaagtg aagcggccac ctgcggagca 
gaaatttcga tcgacgtttc aagttcaaat ggtttcctgt tgtcaaaggg cttgagattt accacttgag 
catttgtgct cagaattcgg agagcattcc cAT^agtggt gtccaaaaac actataaaag cagcacaggg 

MSLTKDASEDQEDIKSLTM 
ATG 2 ccg teg aca aaa gat gec tea gag gac caa gaa gac ate aag agt etc acg acg 82: 

N TSLV DSSIYRp L VHLTPP 
aac act agt tta gtt gat tec age att tac aga cca tta gtc cat eta acg cca cea 87 9 

VGWMNDPNGLiFYDS S ESTY 
gtg ggg tgg atg aac gac cct aat ggt etc ttc tac gat tea tct gaa tct ace cac >3 6 

H V Y Y Q Y N P N D T I W G L P L 
cat gtg tac tac caa tac aac cca aac gat acg att tgg gga ttg ect eta cat egg 993 

gka tsddlltwdhhapa: j 
gga cat gee acc tct gat gat ttg tta acg tgg gac cac cat gcg cet gca att gga 1050 

P ENDDEGIYSGSIVIDYDN 
cet gag aat gat gat gag ggt att tac tct gga tct ata gtc ata gae tac gac aat 1107 

TSGFFD DS T RPEQRivaiy 
acc tea ggg ttc ttt gac gat tea aca aga cca gaa cag aga ate gtt gee att tac 11S4 

TNNLPDVETQDIAYSTDGG 
acc aat aac tta cca gat gtc gag acg caa gac att gec tat tec acg gac ggt ggt 1221 

YTFEK YENNPVIDVNSTQ F 
tat act ttc gaa aag tat gaa aac aac cca gtt ata gac gtc aat teg acc caa tct 1278 

rdpk vi WYEETEQWvmtva 

agg gat ccg aag gtg att tgg tat gag gaa act gaa caa tgg gtc atg act gtg gca 133 5 

KS Q EY KIQ IY TSD NL KDWS 
aag agt caa gag tac aag ate cag att tac acc tct gac aat ttg aaa gac egg agt 13 92 

LASNF STKGYVGYQYECPG 
ttg gec teg aat ttc tea acc aag ggt tat gtt ggt taf cag tat gaa tgt cca ggt 1449 

LFEATIEN E , KSGDPEKKWV 
eta ttc gaa gec act att gaa aac cca aag agt ggt gac "cca gag aag aaa tgg get 1506 

MVLAINPGSPLGQSINEYF 
atg gtc tta gca ate aat cca ggc tea cct ctt ggt ggt tec ata aat gaa tac ttt 1563 
VGDFNGTEFIPDDDATRPM 
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gtt ggt gat ttc aac ggt act gaa ttc att cca gat gat gac get aca aga ttt atq 1620 
DTGKDFYAFQAFFNAPENR 

gat act ggt aag gac ttc tat gec ttc caa gcg ttc ttc aat gca ccg gag aat egg 16 7 7 
SIGVAWSSNWQYSNQVPDP 

tea att gga gtt gec tgg tea teg aac tgg cag tat tec aac cag gtt ccg gat cct 17 34 

DGYRSSMSSIREYTLRYVS 
gat gga tat aga age tec atg tea tea ate aga gag tac act ctg aga tat gtc agt 17 9 i 

TNPESEQLILCQKPFFVNE 
acg aat cca gaa tct gaa cag ttg ate ctt tgt caa aaa cca ttc ttt gtg aac gag 184 8 

TDLKVVEEYKVSNSSLTVD 
aca gac ttg aag gtg gtt gaa gag tac aag gtt tea aac agt tct ttg acc gtg gac 1905 

HTFGS SFANSNTTGLLDFN 
cac acg ttt gga agt age ttt gca aac tec aac acc act gga ctg ttg gat ttc aac 1962 

MTFTVNGTTDVTQKDSVTF 
atg act ttc acg gtt aac ggt aca act gac gtt acg cag aag gac tec gtc acc ttt 2 019 

ELRIKSNQSDEAIALGYDY 
gag etc aga ate aaa tct aac caa age gac gag gca att gcg ctt ggt tac gat tac 2 076 

NNEQFYINRATESYFQRTN 
aac aac gag caa ttc tac ate aac aga gec aca gag age tac ttc cag aga acc aac 213 3 

QFFQERWSTYVQPLTITES 
cag ttc ttc cag gag aga tgg tec acg tac gtt cag cct etc aca ate acc gaa tct 2190 

GDKQYQLYGLVDNNI LELY 
ggt gat aaa cag tac cag etc tac gga ttg gtt gat aac aac ate ctt gag ttg tac 224 7 

FNDGAFTSTNTFFLEKGKP 
ttc aac gac ggg gca ttc aca tec aca aac acc ttc ttc ttg gag aag ggc aag cca 2 3 04 

SNVDIVASSSKEAYHRGPA 

tea aac gtc gat ate gtg gca age tec tec aag gag get tac cac cgt gga cca get 2 361 

D * 

gac tga ga cgtctcactg tttgacgaat acgcacgtga aagctatata agggatcacg tggtctagee 2429 
accccagtct aaaagcttca gcaaaccgcc actatataaa cagacaggtt tgtcactttt caacaaaaca 24 99 
aatatcttct tcttttaccc ttcagagtag tttgtacgag tgetttttte aattatatat acaacaacgt 2569 
gagctgect't tggatatgea ateaacageg ctctcttt 2 599 
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOQII^Wrb . 
INTERNACIONAL DEL DEP6SITO DE MICROORGANISMOS 
PARA LOS PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO DE PATENT ES 



FORMULARIO INTERNACIONAL 



Centro de Ingenieria Genetica y 
Biotecnologia 

Ave 31, entre 15 6 y 190, Cubanacan, 

Playa 

HABANA 

Cuba 

nombre y direccion del depositor 



RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO 
ORIGINAL 

emitido segun la Regla 7.1 por 
la AUTORIDAD DEPOSITARIA 
INTERNACIONAL identi f icada al 
pie de esta pagina 



I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO 



Referenda de la identif icacion dada Niimero de Acceso dado por la 

por el DEPOSITOR: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL 

Candida utilis CUT 35 CBS 100085 



II, DESCRIPCldN CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA 



El m icro organismo identif icado bajo I anterior fue acompafiado por: 
una descripcion cientifica 

una propuesta de designacion taxonomica 
III. RECIBO Y ACEPTACION 



Esta Depositaria Internacional acepta el microorgarixsrto depositado bajo el I anterior, el cual 
fue recibido por esta el Mier coles , Ocrfcubre 1,1997 (fecha del deposito original) 1 

IV. RECIBO DE LA PETICION PARA CONVERSION 



El micrcorganismo depositado bajo el I anterior fue recibido por esta Autoridad Depositaria 
Internacional el no explicable (fecha del deposito original) y una 

peticion para convertir el deposito original a un deposito bajo el Tratado de Budapest fue 
recibido por esta el no aplicable (fecha del reciho de la peticion para conversion) 



V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL 



Nombre : Centra a 1 bureau voor 
Schirrnelcultiires 

Direccion: Oosterstraat 1 
P.O. Box 273 
3740 AG BAAR 
The Netherlands 



Firma(s) de la(s) persona (s) que 
tiene(n) el poder para representar a 
la Autoridad Depositaria Internacional 
o del(los) oficial(es) autorizado ( s ) . 

Sra .F.B. Snippe-Claus Dr . J. A . Stalpers 
Fecha: Vxernes, 14 de Noviembre de 997 



1 Donde la Regla 6.4(d) se aplica, tal fecha es la fecha en la cual la categoria de 
autoridad depositaria internacional fue adquirida. 



Formulario BP/4 (unica pagina) 



CBS/9107 



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO 
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORG^LIJ SMO^ " 
PARA LOS PROP6SITOS DEL PROCEDIMIENTO DE< PM^N^ES 



FORMULARIO INTERNACIONAL 



Centro de Ingenieria Gene tica y 

Biotecnologia 

Ave 31, entre 156 / 190, 

Cubanacan , Playa , HABANA 

Cuba 



INFORME DE VIABILI DAD 

emitido segun la Regla 10.2 por 

la AUTORI DAD DEPOSITARIA 

I N T E RN AC I ON AL de la pagina 

siguiente 



nombre y direccion de la parte a quien 
el In forme de viabilidad es emitido 



I. DEPOSITOR 
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Sra .F.B. Snippe-Claus Dor. J". A. S talpers 



Fecha: Viernes, 14 de Novienibre de 1997 



Llene en caso de que la informacion que haya sido solicitada y los resultados 
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"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
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involve an inventive step when the document is taken alone 
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by sequential integrative transformation" 
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13 

19-21, 
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36-38, 
42,43 


Y 
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see the whole document 
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36-38, 
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see the whole document, espcially figure 
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Categoria* 
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EP 0 717 107 A (KIRIN BEER KK) 19 3unio 1996 (16.06.96) 

linea 40 



ver 
ver 
ver 
ver 
ver 



pagina 
pagina 
pagina 
pagina 
pagina 



2, linea 40 
14, linea 
17, linea 
19, linea 
22, linea 



ver reivindicaciones 



pagina 3, 
26 - linea 37 
34 - pagina 18, 
23 - pagina 20, 
1 - linea 20 
10-13 



linea 
linea 



19 
45 



1~4, 

9-11 , 
27-34, 
39-41 ,44 



En la continuacion del Recuadro C se relacionan 
documentos adicionaies. 



| x I Vease el Anexo de la familia de patentes. 
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"E" 
"L" 

"O" 
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Categorias especiales de documentos citados: 

documento que define el estado general de Ja tecnica que no se 
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documento anterior, publicado en la fecha de presentation international 
o con posterioridad a la misma 

documento que puede plantear dudas sobre reivindicaci6n(es) de 
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una exposici6n o a cualquier otro medio 

documento publicado antes de la fecha de presentation internacional, 
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada 



**T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de 
presentation internacional o de prioridad y que no esta en conflicto 
con la solicitud, pero que se cita para comprcnder el principio o la 
teoria que constiruye la base de la inveneion 

"X" documento de particular importancia; la invention reivindicada no 
puede considerarso nueva o no puede consider arse que implique 
actividad inventiva cuando se considera el documento aisladamente 

"V" documento de especial importancia; no puede consider arse que la 
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combination sea evidente para un experto en la materia 
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K. HAMASAWA ET AL. : "Molecular cloning 
and nucleotide sequence of the 
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vol. 133, 1987, LONDON GB, 
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ver page 1089 
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6-8,12, 
13, 

19-21, 
25,26, 
36-38, 
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FP 0 127 ".04 A fGFNFNTFPH TNPl OR niriomhro 1 QQA 
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characterization of an invertase from 
Candida utilis" 
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01-11-84 






DK 


204884 A 


07-12-84 






JP 


60041488 A 
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